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解脂耶氏酵母 URA 3基因的敲除

冯春利, � 任清, � 张蕾蕾, � 李秀婷, � 宋焕禄*

(北京工商大学 化学与环境工程学院, 北京 100048)

摘 � 要: 构建了营养缺陷型解脂耶氏酵母菌株,使之用于遗传标记和高产香味物质 ��癸内酯。作
者利用基因同源重组的方法敲除掉尿嘧啶合成酶关键基因 URA 3基因,用尿嘧啶营养缺陷型培养

基( SD�URA)添加一定浓度的 5�氟乳清酸( 5�FOA)和尿嘧啶筛选获得转化子。实验表明:尿嘧啶

营养缺陷型菌株在含有 5�FOA 和尿嘧啶的培养基上生长而野生型菌株不生长,从而建立了一种快

速获得营养缺陷型解脂耶氏菌株的方法。

关键词: 解脂耶氏酵母菌; URA 3;基因敲除

中图分类号: Q 819 文献标识码: A

The Disruption of URA3 Gene of Yarrowia lipolytica

FENG Chun�li, � REN Qing, � ZHANG Lei�lei, � LI Xiu�ting, � SONG Huan�lu*

( Colleg e of Chemica l & Environmental Engineer ing, Beijing Technolo gy & Business University, Beijing 100048, China)

Abstract: In order to get high�y ield ��decalactone and genet ic markers, an auxot rophic Yar r ow ia

l ip oly t ica str ain w as iso lated by genet ic modification. In this study, URA 3, a key gene for uracil

synthetase of Yar r ow ia lip oly ti ca, w as disr upted using the method o f g ene homolo gous

recombination, then t ransformants w ere screened by ur acil auxot rophic medium ( SD�URA) w ith

the combinat ion o f 5�FOA and uracil. T he results show ed that the uracil auxot rophic st rain w as

able to g row at the SD�URA medium containing 5�FOA and uracil while the w ild�ty pe str ains do

not g row n. T herefo re, an easy and ef ficient method for obtaining auxot rophic Yar r ow ia

l ip oly t ica st rain w as established in this study .
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� � 解脂耶氏酵母于 1942年首次被分离得到, 先

后被命名为 Candid a l ip oly t ica、Endomycop si s l i�
poly t ica、S accharomycop si s l ip oly ti ca ,最终定名为

Yar row ia lip oly ti ca(解脂耶氏酵母) [ 1] 。解脂耶氏

酵母是非常规酵母中的一种
[ 2]

, 非常适应疏水环

境,可以代谢不饱和羟基酸,用于香味物质 ��癸内
酯的制备。在众多的可以生产 ��癸内酯的菌株中,

酵母 Yarr ow ia l ip oly ti ca 的发酵能力是较强的[ 3]。

在 Yar row ia lip oly ti ca 中, URA 3
[ 4- 5]
基因能

够编码乳清苷酸脱羧酶基因,该酶是尿嘧啶合成的

关键酶。该酶又可催化 5�氟乳清酸 ( 5�FOA ) [ 6] 转

化为有毒物质。作者通过对 URA 3基因敲除,使 5�
氟乳清酸( 5�FOA )无法形成有毒物质 5�氟尿嘧啶
核苷酸,从而对 5�FOA 具有抗性, 其嘧啶核苷酸营



养则可以向培养基加入尿嘧啶通过补救途径给与

补充;而 5�FOA 可以抑制野生型解酯酵母菌生长。

因此 5�FOA 可用于尿嘧啶营养缺陷型突变体的筛

选
[ 7- 8]
。

作者构建的营养缺陷型解脂酵母菌株, 一方面

可以作为遗传标记,应用于遗传工程和菌种改良。

另一方面由于解酯酵母菌一般用于香味物质 ��癸
内酯的制备。苏畅等

[ 9]
曾对 7株菌产生 ��癸内酯

的能力进行了研究,结果发现 Yar r ow ia lip oly ti ca

AS2. 1405产生 ��癸内酯的能力最强, 产率为 1%。

作者所在实验室所用的菌株为 Yarr ow ia lip oly ti ca

AS2. 1405。在不含有尿嘧啶的培养基中, 尿嘧啶缺

陷型的 Yar r ow ia lip oly ti ca 菌株进行生物转化蓖

麻油酸甲酯,使蓖麻油酸的一个旁路代谢途径和细

胞生长受到抑制, 从而转回内酯的合成途径
[ 10]

, 由

此可以提高香味物质 ��癸内酯产量, 具有非常重要

的理论价值和应用前景。

1 � 材料与方法

1. 1 � 菌种及质粒

解脂耶氏酵母 Y. l ip oly t ica As 2. 1405: 购自中

国模式菌种保藏中心, 是一株模式菌株, 为非常规

酵母, 用于香味物质 ��癸内酯的制备; 大肠杆菌

DH5�: 作者所在实验室保藏; 质粒 p Bluscr ip t ks

+ : 作者所在试验室保藏, 用于在大肠杆菌中载体

制备, 具有氨苄青霉素抗性, 可用于大肠杆菌的蓝

白筛选。

1. 2 � 培养基

YEPD液体培养基(组分 g/ L ) : 葡萄糖 1, 蛋白

胨 1,酵母浸膏 0� 5; pH 值自然。112 � 灭菌 20

min。

LB液体培养基(组分 g/ L ) : 蛋白胨 1, 酵母浸

膏 0� 5, NaCl 1。121 � 灭菌 20 m in。

LB 固体培养基: LB 液体培养基中加 1� 5
g/ dL的琼脂。

GENMED酵母菌尿嘧啶合成缺陷型 ( SD�
URA)培养基:含有除尿嘧啶外所有其它氨基酸和

核苷酸基本营养元素, 用于尿嘧啶营养缺陷型的筛

选,购自上海百事生物科技有限公司。

1� 3 � 酶及主要试剂
蜗牛酶、Taq DNA Po lymerase 聚合酶、T 4

DNA Ligase 连接酶等: 均购于北京天根生化科技

有限公司。T rans DNA M arker  :购于北京全式

金生物技术有限公司; 限制性内切酶: Sal !、EcoR

!、Pst !、Hind  等酶:购于宝生物工程(大连)有

限公司; 小牛胸腺 DNA, 5�FOA, PCR 扩增所用引

物等:均购自上海生工有限公司; 其他化学试剂: 购

自北京拜尔迪生物技术有限公司。

1� 4 � 引物设计

利用 NCBI的 Entr ez检索系统,查知该酵母菌

已经注册过的 URA 3的基因, 获得启动子和终止子

序列;根据已知序列,用 Pr imer premier5� 0 软件设
计上游引物和下游引物。

URA 3 上游引物: 5 '�CAAGGTACCGCT AT�
CACAT CACGCT CT CA�3', 下划线部分为 Kpn !

酶切位点。

URA 3 下 游引物: 5 '�AT CGAA TT CTCAT�
GAT T TCAAACACG�3', 下划线部分为 EcoR !酶
切位点。

1� 5 � 主要仪器及设备

Alpha 自动凝胶成像仪: A lpha Inotech 公司制

造; DYY�6C电泳仪: 北京六一仪器厂制造; XP 梯

度 PCR仪:杭州博日科技有限公司制造。

1� 6 � 方法

1� 6� 1 � 酵母基因组的提取 � 将保存在斜面培养基
上的解脂酵母菌接种于 2 mL 液体 YEPD 培养基

中, 28 � 振荡过夜 ( 200 r/ min ) , 提取酵母基因

组[ 11] , 0� 8 g/ dL 琼脂糖凝胶电泳检测。

1� 6� 2 � 目的基因的 PCR 扩增 � 利用 PCR方法扩

增 Yar row ia l ip oly t i ca 尿嘧啶合成酶关键基因

URA 3。

PCR反应条件为: 95 � 预变性 5 m in; 94 � 变

性 4 s, 55 � 退火 45 s, 72 � 延伸2 min 45 s, 循环

30次; 72 � 最后延伸 10 min, 4 � 保存。

1� 6� 3 � 基因敲除组件的构建
1) 质粒 p Bluscr ip t k s + 和 PCR 扩增产物

URA 3基因的酶切: PCR产物酶切体系 20  L 为 10

∀M Buffer 2  L、PCR 产物 10  L、去离子水 6� 6
 L、EcoR ! 0� 7  L、Kpn ! 0� 7  L; 质粒 pBlu�
scrip t k s+ 酶切体系 20  L 为 10 ∀ M Buffer 2  L、

质粒 DNA 2  L、去离子水 14� 4  L、EcoR ! 0� 8
 L、Kpn !0� 8  L; 37 � 保温 5 h, 然后电泳。将质

粒和 PCR产物酶切体系用天根琼脂糖凝胶回收试

剂盒回收,然后放入- 20 � 保存备用。

2) 重组质粒 m13�URA 3的酶连:在 1� 5 mL 离

心管中加入以下 20  L 体系。目的 DNA 片段 12

 L、载体 DNA 3  L、10 ∀ Ligase Buffer 2  L、T4

DNA Ligase 2  L、去离子水 1  L。调节保温杯为

16 � ,连接过夜。

3) 重组质粒的转化:将酶连产物转化大肠杆菌
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E� coli DH5�感受态细胞,方法见文献[ 11, 12]。

4) 重组质粒快速提取: 用无菌牙签挑菌法挑取

含有氨苄青霉素 LB 平板上的白色菌落, 接种于含

Amp 50  g / mL 的 2 mL LB 培养基中, 37 � 振荡
过夜。取出大肠杆菌至 1� 5 mL 离心管中, 离心加

25  L T E 缓冲液再加入 25  L Tr is 饱和酚�氯仿
(体积比 1# 1) ,激烈振荡混匀后12 000 r/ min 离心

5 m in,用 1 g / dL 琼脂糖凝胶电泳验证。

5) 重组质粒的大量提取与鉴定: 提取小量快

速提取后比原始质粒大的重组质粒,并进行单酶切

和双酶切验证。

6) URA 3基因敲除组件的构建:将已经构建的

重组质粒 m13�URA 3 进行 Sal !单酶切, 由于在

URA 3基因的 CDS 区两侧有相同的 Sal !酶切位
点,可以将 URA 3基因的 CDS 区切除,从而进一步

16 � 连接过夜。转化大肠杆菌后大量提取已经去

掉 URA 3的 CDS区的基因敲除质粒。

1� 6� 4 � 将 URA 3基因敲除组件转化酵母 � 制备酵
母菌感受态细胞, 利用醋酸锂方法[ 13- 14] 介导

URA 3基因敲除组件转化酵母感受态细胞, 转化后

的酵母菌涂布于含有 5�FOA 的 GENMED酵母菌

尿嘧啶合成缺陷型( SD�URA)培养基上, 28 � 培养

3~ 4 d使转化子形成单菌落。同时做一组未进行

转化质粒的酵母菌对照。

1� 6� 5 � 尿嘧啶营养缺陷型菌株的筛选和分子生物
学鉴定 � 从合成缺陷型( SD�URA)培养基上挑取单

菌落进行饥饿培养至菌体浓度不再增长, 将其均匀

涂布于加有尿嘧啶的完全培养基和不添加尿嘧啶

的基本培养基上做对比。经多次复筛和分离纯化

获得遗传性状稳定的尿嘧啶营养缺陷型菌株进行

保存。并将这些菌株进行提取基因组后, 利用原

URA 3基因上下游引物进行 PCR扩增, 进行分子生

物学鉴定。

2 � 结果与讨论

2� 1 � 目的基因的 PCR扩增

利用设计好的引物 1和引物 2, 对已经提取的

酵母基因组进行 URA 3 基因的 PCR扩增, 并获得

与 NCBI 上已经公布的该基因大小相符,经天根生

物技术公司基因测序, 为所需要的目的基因, 长度

为 2� 56 kb,见图 1。

1, 2, 3� PCR products of URA 3 gene; 4� Trans DNA Marker  

图 1� URA3 基因的 PCR扩增

Fig. 1� PCR amplification of URA3 gene

2. 2 � 构建 URA3基因敲除组件

首先将大小为 2� 56 kb 左右的 URA 3 基因连

到 pB luscr ip t ks+ 载体上, 见图 2。由于在 URA 3

基因上有两个 SalI 酶切位点, 将 5� 5 kb 的 m13�
URA 3重组质粒进行 Sal I 酶切, 可以将 URA 3 的

CDS区切除, 凝胶回收 3� 8 kbp 左右片段, 然后酶

连获得去除 CDS 区的重组敲除载体。其片段大小

为 3� 8 kb左右。构建的质粒酶切验证见图 3。左

侧为 p Bluscrip t k s+ 载体和 URA 3基因连接后的

酶切图。1道为 m13�URA 3 重组质粒载体, 2道为

用 Sal!酶切后将 URA 3 基因的 CDS 区切除,大小

分别为 3� 8 kb 和 1� 7 kb。将 3� 8 kb 片段凝胶回

收, 然后用 T4连接酶于 16 � 连接构成敲除组件。

图 2� URA3基因敲除组件的构建过程

Fig. 2 � Construction of URA3 gene disrupt cassette
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图 3 � 重组质粒 m13�URA3 质粒的单双酶切验证

Fig. 3 � Recombinant m13�URA3 plasmid digestion vali�

dation

2. 3 � 利用基因敲除组件转化酵母

将获得的基因敲除组件用 Pst !进行单酶切,

将 URA 3基因敲除组件切成线型,转化酵母。此敲

除组件与酵母体内 URA 3基因左侧有 454 bp,右侧

有 395 bp的同源片段,因此可以发生同源重组。从

而替换掉酵母内部的 URA 3基因, 用含有一定浓度

5�FOA和尿嘧啶的筛选培养基筛选敲除掉 URA 3基

因的营养缺陷型转化子。表1、2为进行初步筛选。

表 1� 敲除组生长情况

Tab. 1 � Growth of the disrupted strain

平板
尿嘧啶
质量浓度/
( g/ mL )

5�FOA
质量浓度/
( mg/ mL )

长菌
情况

平板 1 20 0 生长

平板 2 20 1 生长

平板 3 20 2 生长

平板 4 20 3 生长

平板 5 20 4 未生长

平板 6 20 5 未生长

表 2 � 野生型(未敲除组)生长情况

Tab. 2� Growth of the wild type strain

平板
尿嘧啶
质量浓度/
( g/ mL )

5�FOA
质量浓度/
( mg/ mL )

长菌
情况

平板 1 20 0 生长

平板 2 20 1 未生长

平板 3 20 2 未生长

平板 4 20 3 未生长

平板 5 20 4 未生长

平板 6 20 5 未生长

� � 将初筛获得的转化子挑取菌株接入不含尿嘧

啶的液体培养基和固体培养基上, 均未生长, 同时

做了对照组含有尿嘧啶和5�FOA 为1 mg / mL 的培

养基,结果转化子生长, 说明初筛获得的营养缺陷

型转化子是正确的。

2. 4 � 尿嘧啶营养缺陷型菌株的进一步验证和分子

生物学鉴定

提取营养缺陷型酵母基因组和野生型酵母基

因组,用 URA 3基因上下游引物对其分别进行 PCR

扩增,并且在含有尿嘧啶 20  g / mL 和 5�FOA 为 1

mg / mL 的( SD�URA)固体培养基上划线培养。

由图 4可知,营养缺陷型菌株进行 URA 3基因

PCR扩增得到 849 bp片段, 而野生型菌株 PCR扩

增片段仍为 2 560 bp。图 5 左侧为野生型菌株, 未

生长,而右侧为获得的营养缺陷型菌株。由此双重

验证了基因敲除成功, 构建出了尿嘧啶营养缺陷型

菌株。

图 4� 基因缺陷型的分子生物学验证

Fig. 4 � Genetic defects in molecular biology�based au�

thentication

图 5� 尿嘧啶营养缺陷型菌株的鉴定

Fig. 5 � Identif ication of uracil auxotrophic strain

3 � 结 � 语

构建了 2个重组质粒并且均经过了单双酶切

的验证,然后通过同源重组的方法转化酵母获得营

养缺陷型转化子。在敲除掉 URA 3基因后,可用其

作为筛选标记,进行其他功能基因的敲除研究。通
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过基因敲除技术得到的尿嘧啶营养缺陷型菌株, 在

不含有尿嘧啶的发酵培养基中, 能够抑制蓖麻油酸

的一个旁路代谢途径和细胞生长, 使其转回内酯的

合成途径,从而提高香味物质 ��癸内酯产量, 因此

在下一步生产实践中, 还可以进行培养基优化, 进

而使 ��癸内酯产量更加提高,进行香味物质制备。

参考文献( References) :

[ 1 ] Bart h G , Gaillardin C. Non�conventional Yeasts in Biotechno log y[ M ] . Ber lin: Spr inger�Ver lag , 1996: 313- 388.

[ 2 ] Madzak Cather ine, Gaillardin Claude, Becker ich Jean�Marie. H eter olog ous pro tein expression and secr etion in the non�con�

ventional y east Yar r ow ia lip oly tica : a r ev iew [ J] . Journal of Biotechnology, 2004, 109: 63- 81.

[ 3 ] Wache Y , Aguedo M , N icaud J M . Catabo lism o f hydr oxyacids and biotechno lo gical pr oduction of lactones by Yar row ia

lip oly tica[ J] . Applied Microbiology and Biotechnology, 2003, 61: 393- 404.

[ 4 ] LI Wen� li, L IU Gang, TAN H ua� rong . Disruption of sabR affects nikkom ycin bio synthesis and morphogenesis in Str ep�

tomyces ansochr omogenes [ J] . Biotechnology Letters, 2003, 25: 1491- 1497.

[ 5 ] Kim J G , Cho i Y D, Chang Y J, et al. Genetic tr ansfo rmation o f Monas cus p ur p ur eus DSM1379 [ J] . Biotechnology Let�

ters, 2003, 25: 1509- 1514.

[ 6 ] 白玉杰. 酵母双杂交系统研究及其应用[ Z] . 西安:第四军医大学生物化学及分子生物学教研室, 2002.

[ 7 ] Boeke J D, LaCroute F, F ink G R. A positive selection for mutants lacking oro tidine�5∃ �phosphate decarboxylase activ ity

in yeast: 5�fluor o�o rot ic acid r esistance[ J] . Mol Gen Genet, 1984, 197: 345- 346.

[ 8 ] Peck R F, K rebs M P . H omologous gene knockout in the ar chaeon H alobacter ium salinarum w ith URA 3 as a counterse�

lect able marker[ J] . Molecular Microbiology, 2000, 35( 3) : 667- 676.

[ 9 ] 苏畅, 杜毅, 陈洪. 微生物发酵法生产 ��癸内酯[ J] . 食品工业科技, 2004, 10: 118- 189.

SU Chang, DU Y i, CH EN H ong. The production o f g amma�decalact one by micr obial fermentat ion[ J] . Science and Tech�

nology of Food Industry, 2004, 10: 118- 189. ( in Chinese)

[ 10] Pagot Y , Endr izzi A, N icard J M . U tilization o f an auxo trophic strain o f the yeast Yar row ia lip oly tica to improve ��de�

calactone production y ields[ J] . Letters in Applied Microbiology, 1997, 25: 113- 116.

[ 11] J . 萨姆布鲁克, D. W. 拉塞尔. 分子克隆实验指南[ M ] . 北京:科学出版社, 2002: 385- 455.

[ 12] 李欣, 杨坤宁,刘志勇, 等. 电转化法制备高转化效率的 E. coli感受态细胞研究[ J] . 食品与生物技术学报, 2007, 11( 6) :

48- 51.

LI X ing, YANG Kun�ning , L IU Zhi�yong, et al. Study on prepa ration of high tr ansformation eff iciency electr ocompetent

Escher ichia coli [ J] . Journal of Food Science and Biotechnology, 2007, 11( 6) : 48- 51. ( in Chinese)

[ 13] G ietz R D , Woods R A . T ransfo rmation o f yeast by t he lithium acetate/ sing le�str anded carr ier DNA / polyethy lene g ly�

co l method[ J] . Methods Enzymol, 2002, 350: 87- 96.

[ 14] M aitrey a T , Takegaw a K. A simple and efficient procedure of tr ansfo rmation o f Schiz osaccharomyces p ombe [ J] . Yeast,

2004, 21( 8) : 613- 617. (责任编辑:李春丽)

628 食 � 品 � 与 � 生 � 物 � 技 � 术 � 学 � 报 � � � � � � � � � � � � 第 29卷 �


